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a creciente exigencia social en re-
lación con la calidad y seguridad
de los alimentos está impulsando
una serie de cambios tanto en el sector
industrial, que tiende a desarrollar y a
adoptar nuevos procesos más seguros,
como en el ámbito científico, con el desa-
rrollo de nuevas técnicas de evaluación
analítica más sensibles, y a nivel institu-
cional, a través de una legislación más
estricta en el cumplimiento de las de-
mandas. Estos cambios van encaminados
a ofrecer al consumidor productos frescos
y saludables en los que se preserven sus
propiedades originales. Por motivos ob-
vios, entre los aspectos que más atención
reciben están los relacionados con el es-
tablecimiento de los límites máximos per-
mitidos para determinadas sustancias
consideradas tóxicas y/o alergénicas. Es-
tos límites permiten garantizar la seguri-
dad de los alimentos destinados al con-
sumo humano y definir los controles ne-
cesarios sobre los mismos, para compro-
bar su cumplimiento y, en su caso, acce-
der a la detección rápida de eventuales
episodios de contaminación.
En un intento de preservar la salud de
los consumidores, la Unión Europea exi-
ge el control rutinario de un número cre-
ciente de tóxicos y alergenos en una va-
riedad cada vez mayor de matrices, a la
vez que impone una mayor frecuencia
para dichos análisis. Las sustancias suje-
tas a tales controles incluyen desde pro-
teínas alergénicas a compuestos tóxicos
generados bien como consecuencia del
almacenamiento incorrecto de los ali-
mentos o de sus materias primas. Estos
últimos engloban a los formados por oxi-
dación o hidrogenación durante las eta-
pas de procesado industrial, o los asocia-
dos a procesos de contaminación, bien
sea ésta consecuencia de prácticas indus-
triales o agrícolas incorrectas que afectan
al producto de partida, de contaminacio-
nes accidentales en los propios tanques o
instalaciones industriales, o de procesos
de adulteración. La complejidad y labo-
riosidad de algunas de las determinacio-
nes analíticas que hoy día deben ser rea-
lizadas de manera rutinaria y la reduc-
ción constante de los límites máximos
permitidos de muchas de estas substan-
cias tóxicas ha originado, en algunos ca-
sos, un cierto “desajuste” entre las exi-
gencias analíticas derivadas de las legis-
laciones que se pretenden aplicar y las
posibilidades reales de los laboratorios
implicados de llevar a cabo las determi-
naciones exigidas en el tiempo y forma
estipulado. En relación con estas limita-
ciones, cabe también apuntar que, si bien
los avances tecnológicos de las dos últi-
mas décadas en el campo de la instru-
mentación analítica permiten disponer
en la actualidad de detectores más sensi-
bles y selectivos, muchos de los procedi-
mientos de preparación de muestra habi-
tualmente empleados han evolucionado
poco. En general, el objetivo de estos
procedimientos es la extracción de los
analitos de la matriz estudiada y la puri-
ficación progresiva de los extractos obte-
nidos hasta llegar a conseguir una frac-
ción concentrada, lo más pura posible,
que contenga los compuestos de interés.
Es relativamente frecuente que la etapa
de análisis instrumental de ese extracto
CTC 2
L. RAMOS, M.J. GONZÁLEZ. DPTO. ANÁLISIS INSTRUMENTAL Y QUÍMICA AMBIENTAL.
IQOG, CSIC, JUAN DE LA CIERVA, 3. 28006 MADRID.
J. FONTECHA. DPTO. CIENCIA Y TECNOLOGÍA DE LOS PRODUCTOS LÁCTEOS, IF, CSIC,
JOSÉ ANTONIO NOVAIS, 10. CIUDAD UNIVERSITARIA. 28040 MADRID.
La creciente exigencia social en relación a la
calidad y seguridad de los alimentos, esta
impulsando una serie de cambios tanto en el
sector industrial como en el científico.
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concentrado y purificado implique el uso
de equipos sofisticados capaces de dar
una respuesta inequívoca en el intervalo
de minutos u horas. Sin embargo, los tra-
tamientos previos necesarios para obte-
ner dicho extracto a partir de la matriz
original se basan en el uso de técnicas
tradicionales que, aunque eficaces y bien
establecidas, se caracterizan por su ele-
vado consumo de tiempo (e.g. los tiem-
pos típicos implicados en una extracción
liquido-liquido –LLE– o con Soxhlet osci-
lan entre 1-24 horas), de disolventes or-
gánicos y adsorbentes y falta de automa-
tización. Existe por tanto una necesidad
real y creciente de adaptar estas técnicas
clásicas de preparación de muestra que,
por sus características, ralentizan el pro-
ceso analítico global. Los esfuerzos reali-
zados en la última década en este campo
de investigación han llevado a la adapta-
ción de algunos de los métodos clásicos,
pero también al desarrollo de nuevas téc-
nicas. Una de las aproximaciones más
afortunadas para conseguir este objetivo
ha sido el desarrollo de sistemas acopla-
dos en serie (“at-line” u “on-line”), con o
sin automatización. En este campo, la mi-
niaturización de los dispositivos se ha re-
velado como un factor clave para desa-
rrollar sistemas analíticos integrados ca-
paces de aumentar de manera significati-
va la capacidad de procesar muestras y la
autonomía.
Adaptación de técnicas clásicas
A este grupo pertenecerían técnicas ya
ampliamente aceptadas en los laborato-
rios implicados en el control rutinario de
tóxicos y alergenos en alimentos, como el
Soxtec, una versión semiautomática del
Soxhlet en la que se consigue una reduc-
ción drástica del tiempo de extracción (de
6-24 h a 1-2 h) gracias a que la extrac-
ción se produce en caliente; o el más no-
vedoso Soxhlet asistido por microondas
focalizadas (Focused Microwave-assisted
Soxhlet Extraction, FMSE) que ya se ha
relevado como una interesante alternati-
va para aplicaciones tan dispares como la
monitorización rápida de la calidad del
aceite de alimentos prefritos o la deter-
minación de niveles residuales de conta-
minantes en semillas oleaginosas. En es-
ta técnica, la irradiación del cartucho de
extracción con microondas favorece la
eficacia de la extracción, lo que permite
una reducción significativa del tiempo de
extracción (menos de 1 h) sin que las re-
cuperaciones o la reproducibilidad se ve-
an afectados en relación con los valores
obtenidos con el Soxhlet convencional.
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La FMSE también permite la reducción
del consumo de disolvente (en general,
menos de 30 ml), elimina la necesidad de
ajustar el contenido en agua de las mues-
tras antes de su análisis y, puesto que
puede ser integrada en un sistema de in-
yección en flujo (Flow Injection Analysis,
FIA), permite su acoplamiento con los
subsiguientes procesos de purificación y
análisis instrumental dando lugar a siste-
mas integrados semiautomáticos de aná-
lisis. Este hecho, a su vez, redunda en
una reducción adicional de los tiempos
de análisis por muestra ya que elimina la
necesidad de la concentración de los ex-
tractos entre tratamientos sucesivos. Al
tratarse de un sistema cerrado, se reduce
también de manera importante el riesgo
de degradación, contaminación y/o pér-
dida de los analitos, algo de especial re-
levancia en el caso de compuestos lábi-
les, traza o volátiles, así como la posible
exposición del operario a disolventes y
reactivos tóxicos.
Otra técnica que ha sido ampliamente
empleada en el campo del análisis de ali-
mentos desde los 80, y que comparte con
la FMSE todas las ventajas propias de un
sistema de extracción cerrado, es la ex-
tracción con fluidos supercríticos (Super-
critical Fluid Extraction, SFE). El dióxido
de carbono (CO2) en condiciones super-
críticas es el agente extractor más habi-
tualmente empleado en SFE porque no
presenta el carácter corrosivo de otras
substancias, como el agua, tiene un pre-
cio razonable, no genera residuos, ya que
se puede disipar en el aire tras su des-
compresión, y su polaridad puede ser
modificada de forma relativamente senci-
lla. Por sus características, la SFE parecía
desde su introducción una técnica ade-
cuada para su acoplamiento con sistemas
de separación-detección como la croma-
tografía de fluidos supercríticos (SFC) o
de gases (GC). Sin embargo, a pesar de la
aparente sencillez de estos acoplamien-
tos por la facilidad de compatibilizar los
fluidos y disolventes empleados en las di-
ferentes etapas del proceso analítico, la
automatización e integración de la SFE
con sistemas cromatográficos sigue pre-
sentando serios problemas instrumenta-
les por la dificultad para recuperar las al-
tas presiones y temperaturas necesarias
al comienzo de cada nueva extracción.
Uno de los principales atractivos de
los sistemas integrados es que permiten
una reducción en línea del tamaño de
muestra de partida, de gran interés en
los casos de disponibilidad limitada de
ésta, sin pérdida apreciable de sensibili-
dad. Esto presenta indudables ventajas
también desde el punto de vista analítico,
ya que se promueve una disminución en
línea de las cantidades de adsorbentes,
disolventes y reactivos necesarios para
su tratamiento, incluso en el caso de que
se sigan empleando técnicas clásicas de
preparación de muestra. Pero este aho-
rro en el gasto de fungible no es la única
ventaja asociada a este escalado de los
métodos de pretratamiento de muestra.
Por un lado, hay que mencionar que mu-
chos de los procesos de extracción se
pueden ver favorecidos y algunas de las
principales limitaciones de técnicas clási-
cas obviadas. A modo de ejemplo, cabe
mencionar que en el caso de la LLE, la
reducción del tamaño de las fases impli-
cadas en la extracción suele favorecer la
evolución de las emulsiones, tan comu-
nes en estos procesos, con la consecuen-
te reducción en el tiempo de análisis y
mejora en la reproducibilidad de los re-
sultados. Además, al reducirse el tamaño
de la muestra, la proporción agente ex-
tractor/muestra puede ser fácilmente au-
mentada con la consecuente mejora en
la eficacia de la transferencia de los ana-
litos de la matriz a la fase extractora sin
incremento final del gasto de disolvente.
No obstante, probablemente una de las
mayores ventajas asociadas a la reduc-
ción del tamaño de muestra es que per-
mite el empleo de ciertas técnicas mo-
dernas de separación caracterizadas por
su alta capacidad de resolución pero re-
ducida capacidad de carga. A este grupo
pertenecerían técnicas que ya han de-
mostrado su eficacia para el análisis rá-
pido de tóxicos y, sobre todo, alergenos
en diferentes alimentos como la electro-
foresis capilar (Capillary Electrophoresis,
CE) o la aún no tan desarrollada croma-
tografía líquida capilar. La existencia de
equipos automáticos en los que la CE se
combina con sistemas on-line de prepa-
ración de muestra, en general basados
en el uso de extracción en fase sólida
(Solid Phase Extraction, SPE) miniaturi-
zada con adsorbentes preferiblemente
selectivos y/o diálisis, son una prueba
del potencial de este tipo de sistemas en
el campo alimentario.
En esta misma línea de adaptación de
las metodologías clásicas, en la que la
miniaturización de los sistemas para su
integración en un sistema “on-line” sus-
ceptible de ser robotizado y/o automati-
zado aparece como la etapa clave, cabe
finalmente destacar la reciente introduc-
ción de un sistema microondas de redu-
cidas dimensiones acoplado, mediante su
integración en un sistema FIA, con cro-
matografía de líquidos (LC) que sin duda
abre un interesante abanico de posibili-
dades analíticas también para el análisis
de alimentos.
Desarrollo de nuevas técnicas
La segunda vía de investigación para
intentar superar las principales limitacio-
nes de los métodos clásicos de prepara-
ción de muestra ha sido el diseño y desa-
rrollo de nuevas técnicas analíticas. Esta
FIGURA 1
Otra tecnica que ha sido también ampliamente empleada
es la FSE o extracción con fluidos supercríticos.
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línea de trabajo ha dado lugar en los úl-
timos años a interesantes aproximaciones
cuyas innegables ventajas han hecho que
su uso se haya difundido de manera rá-
pida en distintas áreas de investigación,
incluida la de alimentos. La dispersión de
la matriz en fase sólida (Matrix Solid Pha-
se Dispersion, MSPD) y la extracción con
líquidos presurizados (Pressurised Liquid
Extraction, PLE) se encuentran entre las
de uso más extendido.
La MSPD es una técnica patentada en
1989 por Barker y colaboradores. Consis-
te en la dispersión de la muestra sólida o
semisólida estudiada en la superficie de
un adsorbente apropiado. La mezcla ho-
mogeneizada se empaqueta en una co-
lumna y se extrae con el disolvente o se-
rie de disolventes elegidos. En principio,
una elección adecuada del adsorbente
permite la retención selectiva de (ciertos)
interferentes, con lo que la elución con
un disolvente apropiado puede conducir
a la extracción selectiva de los analitos de
interés, o lo que es lo mismo, a la obten-
ción de un extracto listo para ser analiza-
do en la técnica de separación-detección
elegida sin necesidad de purificación adi-
cional. La simplificación del proceso de
preparación de muestra, con la conse-
cuente disminución de coste tanto en tér-
minos de tiempo como de fungible, han
hecho que esta técnica resulte particular-
mente atractiva para su aplicación en
análisis rutinarios de monitorización, in-
cluido los desarrollados en el campo ali-
mentario. El incontable número de apli-
caciones y métodos publicados basados
en MSPD durante los últimos años y la
variedad de las mismas es la mejor prue-
ba de ello. Las últimas tendencias en es-
te campo se orientan hacia la miniaturi-
zación de las columnas, en las que se
empaqueta la mezcla obtenida mediante
MSPD, ya que ello permite su integración
en un sistema de válvulas similar al em-
pleado en los equipos automáticos y pro-
gramables comerciales de SPE miniaturi-
zada y para los que el acoplamiento con
LC o GC es hoy algo inmediato. Las ven-
tajas de estos métodos miniaturizados de
MSPD han sido fehacientemente demos-
trados en diferentes estudios publicados
en los últimos años, por ejemplo, para el
análisis de pesticidas en frutas y vegeta-
les de distinta naturaleza, en los que la
Nuevas técnicas: dispersión de la matriz en fase solida
MSPD y PLE extracción con liquidos presurizados.
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preparación de la muestra puede ser
completada en tan sólo 10 min. utilizan-
do cantidades de muestra y adsorbente
del orden de 25 mg y volúmenes de di-
solvente en torno a los 100 µl. Cantidades
sólo algo mayores (unos 100 mg de
muestra y varios ml de disolvente) son
suficientes para la determinación de con-
taminantes traza, como los congéneres
tóxicos individuales de bifenilos policlo-
rados (PCBs), en alimentos grasos de ori-
gen animal cuando se utilizan métodos
basados en esta técnica.
Aunque por sus características la
MSPD parece particularmente adaptada
para su aplicación a muestra semisólidas
o sólidas, puede ser también empleada
para la preparación de muestras líquidas
previamente liofilizadas.
Algo similar sucede con la PLE, una
técnica que desde su introducción en
1995 ha experimentado un crecimiento
espectacular, hasta el punto de poder ser
considerada en la actualidad como una
alternativa valiosa, y en algunos casos
superior, a métodos de extracción con-
vencionales como el Soxhlet, el Soxtec o
los ultrasonidos. Por sus características y
flexibilidad (puede ser empleada con di-
solventes acuosos y orgánicos en un am-
plio intervalo de presiones y temperatu-
ras), su eficacia se ve mucho menos afec-
tada por las pequeñas variaciones en la
composición de la matriz a investigar de
lo que en ocasiones se ha observado pa-
ra la SFE. Puesto que en general utiliza
temperaturas y presiones inferiores a las
de la SFE, su instrumentación resulta me-
nos costosa; mientras que la sencillez de
su fundamento y el hecho de no necesi-
tar la etapa posterior de filtración de los
extractos, típica de la MAE, han hecho
que hasta ahora haya sido, de algún mo-
do, preferida a la hora de desarrollar sis-
temas integrados (o acoplados) de prepa-
ración de muestra.
En los últimos años se ha intentado el
acoplamiento directo de esta técnica con
sistemas automáticos o semiautomáticos
de purificación y con las técnicas instru-
mentales elegidas para la determinación
de los analitos durante el análisis de con-
taminantes traza, como los hidrocarburos
aromáticos policíclicos, PCBs y policloro-
dibenzo-p-dioxinas y furanos, en distintas
matrices, incluyendo los alimentos. Sin
embargo, lo cierto es que los problemas
asociados a la compatibilización de los
flujos y disolventes empleados en las di-
ferentes etapas del proceso analítico, han
llevado a la configuración de sistemas
demasiado sofisticados y caros como pa-
ra poder ser empleados en laboratorios
de rutina por parte de personal no espe-
cializado. De nuevo, la solución a muchos
de estos problemas parece pasar por el
desarrollo de sistemas de PLE miniaturi-
zados en los que una cantidad de mues-
tra del orden de mg sea extraída con un
volumen de disolvente suficientemente
pequeño (en el intervalo µl-ml) como pa-
ra permitir su transferencia directa y
completa al sistema de medida. En la bi-
bliografía reciente se pueden encontrar
algunos ejemplos que demuestran las
ventajas prácticas de este tipo de aproxi-
mación, así como su adecuación para la
determinación rutinaria de contaminan-
tes tóxicos, como PCBs, en alimentos,
siendo su principal limitación el hecho de
que aún no existen equipos comerciales
de estas características.
Por todo ello y como consecuencia del
desarrollo de legislaciones más restricti-
vas, que exigen un control más exhausti-
vo de la presencia de estas sustancias
nocivas en alimentos, se requiere del de-
sarrollo de nuevas técnicas analíticas
más rápidas y sensibles para la detección
de tóxicos y alergenos en alimentos, así
como de métodos de evaluación de la to-
xicidad de componentes, aditivos y con-
taminantes. Es necesario, por tanto, po-
tenciar los estudios que permitan seguir
profundizar en las condiciones de forma-
ción de compuestos eventualmente tóxi-
cos que pueden aparecer en los alimen-
tos durante su industrialización, almace-
namiento y/o su tratamiento culinario.
En este sentido, sería conveniente impul-
sar el desarrollo de procesos alternativos,
u otros recursos, para controlar y evitar
en lo posible la formación de dichos
compuestos. Se pretende, en definitiva,
poder prevenir y en su defecto abordar
de forma rápida y eficaz posibles casos
que se presenten con motivo de emer-
gencias sanitarias o incluso casos de ba-
rreras que frenen o limiten la salida de
los productos españoles a los mercados
internacionales. 
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FIGURA 2
Las legislaciones cada vez mas restrictivas, exigen un
control exaustivo de la presencia de sustancias nocivas.
